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Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
PRO-013 PCT 


WEITERES VORGEHEN 


siehe Formblatt PCT/IPEA/416 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE2004yD02778 


Internationales Anmeldedatum (Tag/MonaWahr) 
20.12.2004 


Priorltatsdatum (T ag/MonaWahr) 
20.12.2003 



Internationale Patentklasslfikation (IPK) oder natlonale Klasslfikatlon und IPK 
G01 N33y569, G01 N33y92 



Anmelder 

PROFOS AG et al. 



1 . Bel diesem Berlcht handelt es sich um den internationalen vorlaufigen Prufungsberlcht, der von der mit der 
internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten Behdrde nach Artikel 35 erstellt wurde und dem Anmelder gemaB 
Artlkel 36 ubermittelt wird. 

2. Dieser BERICHT umfaB.t insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

3. AuBerdem liegen dem Berlcht ANLAGEN bei; diese umfassen 

a. M (an den Anmelder und das Internationale, Buro gesandt) insgesamt 2 Blatter; dabei handelt es sich um 

IS Blatter mit der Beschreibung, AnsprQchen undA>der Zelchnungen, die geandert wurden und diesem Berlcht 
zugrunde liegen, und^der Blatter mit Berichtlgungen. clenen die Behorde zugestimmt hat (siehe Beget 
70.1 6 und Abschnitt 607 der Verwaltungsvorschrlften). 

□ Blatter, die fruhere Blatter ersetzen, die aber aus den in Feld Nr. 1 , Punkt 4 und im Zusatzfeld angegebenen 
Grunden nach Auffassung der Behorde eine Anderung enthalten, die uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung in der ursprCinglich eingereichten Fassung hinausgeht. 

b. □ (nuran das Internationale Buro gesandt)\> Insgesamt (bitte Art und Anzahl der/des elektronischen 

Datentrager(s) angeben) , der/die ein Sequenzprotokoll und/bder die dazugehorigen Tabellen enthalt/fenthalten, 
nur in computerlesbarer Form, wie im Zusatzfeld betreffend das Sequenzprotokoll angegeben (siehe Abschnitt 
802 der Verwaltungsvorschriften). 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



i^ 


Feld 


Nr. 


1 


Grundlage des Bescheids 


□ 


Feld 


Nr. 


(1 


Priorltat 


□ 


Feld 


Nr. 


ill 


Keine Ersteliung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche 
Anwendbarkeit 


□ 


Feld 


Nr. 


IV 


Mangelnde Einheltllchkelt der Erflndung 




Feld 


Nr. 


V 


Begriindete Feststellung nach Arikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit 
und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


□ 


Feld 


Nr. 


VI 


Bestlmmte angefuhrte Unterlagen 


□ 


Feld 


Nr. 


VII 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 




Feld 


Nr. 


VIII 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der EInrelchung des Antrags 



19.10.2005 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



21.12.2005 



Name und Postansclirift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Beliorde 

Europaisclies Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Thumb, W 

TeL +49 89 2399-7350 




Formblatt PCT/1PEA/409 (Deckblatt) (Januar2004) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER BERICHT 
UBER DIE PATENTIERBARKEIT 



Internationales Aktenzeichen 
PCTyDE2004yD02778 



Feld Nr. I Grundlage des Berichts 



1 . Hinsichtlich der Sprache beruht der Bericht auf der internationalen Anmeldung in der Sprache, in der sie 
eingereiciit wurde, sofern unter diesem Punkt nicfits anderes angegeben ist. 

□ Der Bericht beruht auf einer Ubersetzung aus der Originalsprache in die folgende Sprache, 

bei der es sich um die Sprache der Ubersetzung handelt, die fur folgenden Zweck eingereicht worden ist: 

□ internatlonale Recherche (nach Regein 12.3 und 23.1 b)) 

□ Veroffentlichung der Internationalen Anmeldung (nach Regei 12.4) 

□ internationale vorlaufige Prufung (nach Regein 55.2 und/oder 55,3) 

2. Hinsichtlich der Bestandteile* der internationalen Anmeldung beruht der Bericht auf (Ersatzbiatter, die dem 
Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als 
"ursprCinglich eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt): 



Beschreibung, Seiten 

1 -30 in der ursprunglich eingereichten Fassung 
das Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten 

1-16 in der ursprunglich eingereichten Fassung ' 
Anspruche, Nr. 

* I a " 

1-14 eingegangen am 19.10.2006 mit Schrelben vom 19.10.2005 
Zeichnungen, Blatter 

1>8-8/8 in der ursprQnglich eingereichten Fassung 



□ einem Sequenzprotokoll und/oder etwaigen dazugehorigen Tabellen - siehe Zusatzfeld betreffend das 
Sequenzprotokoll 

3. □ Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung: Seite 

□ Anspruche: Nr. 

□ Zeichnungen: Blatt/Abb. 

□ Sequenzprotokoll (genaue Angaben): 

□ etwaige zum Sequenzprotokoll gehorende Tabellen (genaue Angaben): 

4. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der diesem Bericht beigefugten und nachstehend 
aufgelisteten Anderungen erstellt worden, da diese aus den im Zusatzfeld angegebenen Grunden nach 
Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich eingereichten Fassung hinausgehen 
(Regel 70.2 c)). 

□ Beschreibung: Seite 

□ Anspruche: Nr. 

□ Zeichnungen: Blatt/Abb. 

□ Sequenzprotokoll (genaue Angaben): 

□ etwaige zum Sequenzprotokoll gehorende Tabellen (genaue Angaben): 

* Wenn Puxikt 4 zutrifft, konnen elnige oder alle dieser Blatter mit der Bemerkung 
"ersetzt" versehen werden. 
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Feld Nr. V Begrundete Feststellung nach Artikel 35 (2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen 
Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser 
Feststellung 

1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (IS) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (lA) 



Ja: 


Anspruche 


1-14 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


1-14 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche: 


1-14 


Nein: 


Anspruche: 





2. Unterlagen und Erklarungen (Regel 70.7): 
siehe Beiblatt 



Feld Nr. VIII Bestimmte Bemerkungen zur Internationalen Anmeldung 



* 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche in 
vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: ■ 

siehe Beiblatt 
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Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur Stiitzung dieser 
Feststellung 

1 . Die mit denn Schreiben vom 19.10.2005 eingereichten Anspruche bringen keine 
Sachverhalte ein, die uber den Offenbarungsgehalt der Annneldung in ihrer 
ursprunglich eingereichten Fornn hinausgehen, und erfullen dannit die Erfordernisse 
von Artikel 34(2)(b) PCT. 

2. Neuheit 

Die Anspruche 1-14 sind neu inn Sinne von Artikel 33(2) PCT, da der Stand der : 
Technik kein Verfahren zum Nachweis von Endotoxin offenbart, bei dem eine Probe 
enthaltende besagtes Endotoxin mit einer Oberflache inkubiert wird, die Oberflache 
mit Bakteriophagenprotein inkubiert wird, und die Bindung des Phagenproteins 
nachgewiesen wird. 

I. 

Der Stand der Technik offenbart daruberhinaus auch kein Kit, das die Komponenten 
wie Anspruch 14 definiert enthalt. 

3. Erfinderische Tatigkeit 

3.1 Anspruch 1 erfullt die Erfordernisse von Artikel 33(3) PCT. 

Dokument WO 03/000888 (D1) bezieht sich auf die Methoden zur Anreicherung und 
Aufreinigung von Bakterien oder bakteriellen Zellbestandteilen. 
Dabei werden auf einer Festphase (e.g. magnetische Partikel) immobilisierte 
Bakteriophagenschwanzproteine, wie zum Beispiel pi 2 aus T4, oder P22 tailspike 
Protein verwendet (Seite 11, Zeile 10 - Seite 14, Zelle 1). Die Proteine konnen mit 
einem Strep- oder His-Tag modifiziert werden (Seite 12, Zeilen 14-34). 
Anzureichernde Zellbestandteile beinhalten Endotoxine und Lipopolysaccharide 
(Seite 14, Zeilen 7-9). 

Beispiel 16 zeigt die Bindung vom FlTC-markiertem pi 2 Phagenprotein an E.coli. 
Dieser Komplex wird mit biotinyliertem T4 Phagen inkubiert und an Streptavidinbeads 
gebunden (Beispiel 16, Seite 21). 
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Der Gegenstand von Anspruch 1 unterscheidet sich von der Lehre von D1 dadurch, 
dass er sich auf ein anderes Verfahren bezieht (Nachweis von Endotoxin vs. 
Aufreinigung von Bakterien oder Bestandteilen davon), einen weiteren 
Methodensohritt beinhaltet (Inkubation von gebundenem Endotoxin mit 
Bakteriophagenschwanzprotein), bzw. sich auf einen anderen Analyten und 
unterschiedliche Methodenschritte verglichen nnit Beispiel 16 von D1 bezieht. 
Das Anspruch 1 zugrundeliegende objektive technische Problem kann daher darin 
gesehen werden, eine alternative Anwendung fiir die Endotoxin- 
Bakteriophagenschwanzprotein Interaktion zur Verfugung zu stellen. 
Die Notwendigkeit eines Nachweises von Endotoxin in biologischen Proben ist ein im 
Stand der Technik allgennein bekanntes Problenn, wie auch vom Anmelder in der 
Beschreibung unter Hinweise auf Richtlinien zur Arzneimittelsicherheit dargelegt wird. 
Ailerdings wird diese Problenn in D1, oder einem anderen Dokunnent des . ^ 
Recherchenberichts, nicht explizit angesprochen. D1 bezieht sich auf die . < 
, Aufreinigung und Konzentrierung von Bakterien und deren Bestandteilen, und nicht . 
auf den Nachweis davon in Proben. Die in D1 allgemein beschriebenen Methoden . 
von D1 offenbaren Bindung von Bakterien oder Zellbestandteilen an eine Festphase, 
und zwar uber die Bindung an innmobilisiertes Bakteriophagenschwanzprotein. Diese 
Methoden belnhalten jedoch nicht den Schritt einer Detektion von gebundenem 
Endotoxin mitteles Inkubation mit Bakteriophagenschwanzprotein (Sandwich Assay). 
Der einzige Sandwich Assay in D1 wird ist in Beispiel 16 offenbart. Darin werden 
ailerdings E.coli Zellen detektiert, und nicht Endotoxin als solches. Daruberhinaus 
sind die Methodenschritte. unterschiedlich. Es wird daher in D1 nicht offenbart oder 
nahegelegt, Endotoxin in einer Probe mittels eines Assays wie in Anspruch 1 
offenbart nachzuweisen. Tatsachlich beziehen sich alle Beispiele in D1 auf 
Aufreinigung von Zellen, und nicht auf die Detektion von Endotoxin als solches, wie 
es zum Beispiel als Verunreinigung vorliegen wiirde, in einem Sandwich Assay. Die 
Bindung von immobllisiertem Endotoxin an Antikorper wird zum Beispiel in Dokument 
US 6,436,653 (D2) offenbart. Ailerdings fehit in D2 der Hinweis auf 
Bakteriophagenschwanzproteine. D2 bezieht sich ausserdem nicht auf den 
Nachweise von Endotoxin, sondern von dagegen gerichteter Molekule. 
Demnach wird die Methode von Anspruch 1 aus keinem der Dokumente des Standee 
der Technik, alleine oder in Kombination, nahegelegt. 

Dagegen demonstriert die gegenwartige Anmeldung in den Bespielen 16-18 den 
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Nachweis von Endotoxin in einer Probe mittels eines Sandwicln Assays unter 
Verwendung von Baktehophagenschwanzprotein als sekundares Bindungsreagenz. 
Anspruch 1 und die davon abhangigen Anspruche 2-13 erfullen damit die 
Erfordemisse von Artikel 33(3) PCT. 

3.2 Ein Kit gemass Anspruch 14 wird inr» Stand der Teclinik ebenfalls nicht nahegeiegt, 
da es inn Lichte der oben dargelegten Argumentation nicht naheliegt, eine Festphase 
mit imnnobilisiertenn Bakteriophagenschwanzprotein zusammen mit einem 
Referenzendotoxin sowie einenn weiteren Bakteriophagenschwanzprotein oder einem 
Anti-Lipid A Antikorper in einem Kit zu kombinieren. 

Anspruch 1 4 erf ullt damit ebenfalls die Erfordemisse von Artikel 33(3) PCT. 

. 1 • > - 

4. , Anspruche 1-14 sind gewerblich anwendbar und erfullen damit die Erfordemisse von 
Artikel 33(4) PCT. v 

. , ... ■ ^ 

I 

I 

Zu Punkt VIII ,:; 
Bestirnmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

p 

r 

1 , Der Ausdruck "Bakteriophagenschwanzprotein" ist unklar im Lichte des abhangigen 
Anspruchs 5, da besagter Ausdruck gemass Anspruch 5 auch Hullproteine 
beinhaltet, die keine "Schwanzproteine" sind. Die Bezeichnung 
"Bakteriophagenschwanzprotein" scheint daher nicht gemass seiner allgemein 
verstandlichen Bedeutung verwendet zu sein was zu Unklarhelt im SInne von Artikel 
6 PCT fuhrt. Daruber hinaus offenbart die Anmeldung kein Beispiel fur ein an 
Endotoxin bindendes Hiillprotein, das in einem Verfahren gemass der gegenwartigen 
Anmeldung verwendet werden kann, 

2. Anspruch 1 bezieht sich auf das in Kontakt bringen einer Probe enthaltend Endotoxin 
mit einer Oberflache. Die von der Anmelderin zitierte Passage auf Seite 13 der 
Anmeldung offenbart das Vorhandensein von endotoxinbindenden Substanzen auf 
besagter Oberflache. 

Da diese endotoxinbindenden Substanzen in Anspruch 1 nicht erwahnt sind, erfiillt er 
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nicht die Erfordernisse von Artikel 6 PCT aufgrund der Fehlens eines essentiellen 
technischen Merkmals. 



* 4 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schritte: 

a) In Kontakt bringen einer Probe enthaltend Endotoxine mit einer Oberfiache, 
anschliefiend 

b) Inkubieren von Bakteriophagenschwanzproteinen an die auf der Oberfiache 
inunobilisieiten Endotoxine, und 

c) Nachweis der Bakteriophagenschwanzproteine mittels spektroskopischer 
Verfahren, ELISA, chemischer oder enzymatischer Nachweisreaktion von 
Endotoxinen oder abgespaltenen Endotoxinkomponenten, . oder mittels 
Kapazitatsmessung. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, femer umfassend nach Schritt b) und .vor Schritt c) den 
zusatzlichen Schritt 

b') Abtrennen der gebimdenen Bakteriophagenschwanzproteine vom Endotoxin. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspniche, wobei die Oberfiache mit 
Bakteriophagenschwanzproteinen beschichtet ist. 

4. Verfahren nach einem . der vorhergehenden Anspniche, wobei das 
Bakteriophagenschwanzprotein ein Protein der kurzen Bakteriophagenschwanzfaser 
oder ein Hullprotein von Bakteriophagen ohne Schwanz ist, 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Protein der kurzen Bakteriophagenschwanzfaser 
ausgewahlt ist aus K3, T2, T4, Ox2, RB32-33, ARl, PPOl und RB69. 

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei das Bakteriophagenschwanzprotein eine 
Homologie auf Aminosaureebene von mindestens 60 % zum T4pl2 Protein aufweist. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die 
Bakteriophagenschwanzproteiae modifiziert sind. 
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8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die 
Bakteriophagenschwanzproteine mit enzymatisch aktiven Proteinen kovalent verbunden 
sind. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das 
Bakteriophagenschwanzprotein einen Strep-Tag oder einen His-Tag aufweist, 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei der Tag eine Aminosauresequenz gemaB SEQ ID . - 
NO. 5, 6 Oder 7 aufweist. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, wobei als Bakteriophagenschwanzprotein das pl2- 
Protein desPhagen T4,K3,T2,Ox2,RB32-33, ARl.PPOl oderRB69 verwendet wird. -. ■. . 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Ca -Konzentration in 
der Inkubation 0,1 ixM bis. 10 mM und/oder die Mg^^-Konzentration 0,1 M-M bis 10 mM . . 
betragt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei markiertes Endotoxin aus 
der Bindimg mit einem Bakteriophagenschwanzprotein verdrangt wird und das 
markierte Endotoxin anschlieBend nachgewiesen wird, 

14. Ein Endotoxin-Nachweis-Kit, vimfassend einen mit einer Endotoxin-bindenden 
Substanz beschichteten Trager, einen Behalter enthaltend ein Referenzendotoxin zur 
Messung einer Standardkurve, und einen Behalter • mit mindestens einem 
Bakteriophagenschwanzprotein oder einem Anti-Lipid A AntikSiper. 
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